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(57) Abstract 

The invention concerns an improved method for avoiding the degradation of an active principle. The invention is characterised 
in that the active principle is incorporated inside multilamellar vesicles with an onion-like structure and consisting, from the periphery 
towards the centre, concentric membranes in the form of double layers comprising at least a surfactant, said membranes being separated 
by an interstitial liquid, said vesicles containing at least an agent for avoiding degradation of said active principle. The invention is more 
particulariy applicable to the stabilisation of products sensitive to oxidation, reduction or hydrolysis and to products sensitive to more 
specific degradation reactions such as enzymes. The invention also concerns compositions containing said multilamellar vesicles and their 
method of preparation. 



(57) Abr^g^ 

L*invention conceme un proc6d6 perfectionn6 pour 6viter la ddgradation d'un principe actif. Selon ce proc^d6, le principe actif se 
trouve incorpor6 au sein de v^sicules multilamellaires pr6sentant une structure en oignon et constitudes, de leur p6riph6rie jusqu'a leur 
centre, de membranes concentriques sous forme de bicouches comprenant au moins un agent tensioactif, lesdites membranes 6tant s6par6cs 
par un liquide interstitiel, lesdites v6sicules contenant au moins un agent destind ^ 6viter la degradation dudit agent actif. LMnvention 
s*applique tout particuli^rement ^ la stabilisation de produits sensibles k Toxydation, k la reduction ou ^ Phydrolyse ainsi qu'^ des produits 
sensibles des reactions plus sp6cifiques de degradation, tels que les enzymes. L' invention conceme 6galement des compositions contenant 
ces v^sicules multilamellaires ainsi que leur ptoc€d€ de preparation. 
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Procede perfectionne pour eviter la degradation d^un principe actif 

La presente invention conceme un procede perfectionne pour eviter la 
degradation d'un principe actif. 
5 Que ce soit en cosmetique, en pharmacie, en detergence ou encore en 

agroalimentaire, la fonctionnalite d'un produit est generalement due a la presence 
d'une molecule dite matiere active ou agent actif. A titre d'exemple, on peut citer 
les vitamines, utilisees en agro-alimentaire et en pharmacie, les enzymes utilisees 
en detergence, les organo-phosphores utilises comme insecticides, ou encore les 

10 aromes et parfums utilises dans Thygiene, Tagro-alimentaire ou la cosmetique. 

L'une des caracteristiques essentielles d'un produit industriel ou 
pharmaceutique, outre son activite et son efficacite, est sa stabilite, de maniere a 
obtenir un produit ayant une duree de vie suffisante. Malheureusement, de 
nombreuses matieres actives sont des molecules particulierement fragiles, dont la 

15 degradation sous I'effet des contraintes d'environnement est trop rapide pour 
obtenir la duree de vie souhaitee du produit la contenant. C'est le cas de certaines 
vitamines comme les vitamines C, A ou E, de beaucoup d'enzymes comme par 
exemple les proteases, et plus generalement de beaucoup de proteines et de 
molecules biologiques, ou encore dans le domaine des insecticides, du malathion 

20 et des pyrethrinoYdes, et, d'une maniere plus generale, des molecules reductrices 
ou oxydantes. 

De nombreuses strategies ont ete elaborees pour eviter la degradation 
de ces molecules actives fragiles. Ces strategies dependent de la nature de la 
reaction provoquant la degradation. Les reactions les plus souvent incriminees 

25 sont soit Thydrolyse soit Toxydo-reduction. D'autres reactions plus specifiques ont 
aussi lieu, comme Tautoproteolyse dans le cas des proteases. 

Dans le cas ou I'eau est une cause directe ou indirecte de la 
degradation, une solution simple consiste a eviter le contact de la molecule active 
avec un milieu aqueux. C'est le cas par exemple d'insecticides dissous dans un 

30 solvant organique, et mis en oeuvre en aerosol. Malheureusement cette possibilite 
n*existe pas toujours, comme par exemple pour la cosmetique ou I'agro- 
alimentaire, qui, pour des raisons evidentes, ne peuvent utiliser les solvants 
organiques. De plus, la tendance actuelle, pour des raisons ecologiques et de sante 
publique, est a la suppression de I'utilisation de solvants organiques dans toutes les 

35 branches de Tindustrie. 
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Lorsque I'eau n'est qu'une cause indirecte, par exemple par effet 
d'oxydation par I'oxygene dissous, on peut travailler avec une eau degazee. D'une 
maniere plus generale, on peut travailler en atmosphere inerte, a la fois pour la 
fabrication et la conservation du produit final. Cette solution est souvent employee 
en agro-alimentaire, ou les produits liquides enrichis en vitamines sont 
conditionnes soit sous vide d'air, soit sous atmosphere inerte. Malheureusement 
cette methode ne permet de limiter la degradation que jusqu'a I'ouverture du 
contenant. EUe n'est done pas applicable dans le cas de produits necessitant une 
longue duree de vie apres ouverture. 

Les enzymes sont des proteines qui catalysent de maniere tres 
specifique des reactions chimiques. Elles sont tres utilisees industriellement, par 
exemple dans les lessives pour degrader les proteines (proteases), les lipides 
(lipases) ou les residus amylaces (amylases), facilitant ainsi le nettoyage. Ces 
proteines sont en general instables en solution, et sont done surtout utilisees dans 
15 les lessives en poudre. Leur utilisation en lessive liquide (pour le linge ou la 
vaisselle) est tres limitee par leur instabilite a long terme. 

De meme, une tendance actuelle est a I'utilisation d'enzymes en 
cosmetique, par exemple des proteases pour aider a la desquamation de la peau, et 
done a son renouvellement. La encore I'instabilite des enzymes empeche leur 
20 utilisation simple. 

L'immobilisation d'enzymes est un sujet tres developpe, au moins en 
recherche, les applications industrielles n'etant pas encore tres nombreuses. Les 
travaux sur I'encapsulation d'enzymes font partie de ceux du domaine de la 
bioencapsulation qui comprend aussi I'encapsulation d'organismes "vivants" 

25 (levures, bacteries...). En general il est fait appel a des polymeres qui forment une 
matrice immobilisant I'enzyme. 

Dans ces travaux, il s'agit generalement d'immobiliser I'enzyme (ou la 
levure) pour I'avoir sous forme facilement manipulable, comme par exemple des 
microbilles que I'on peut extraire du milieu de reaction, apres usage, par simple 

30 filtration ou tamisage suivant leur taille. Par consequent la forme encapsulee de 
I'enzyme doit garder son activite. Le materiau d'encapsulation doit etre 
suffisamment poreux pour laisser diffiiser le substrat et les produits de reaction. 
Une revue de ces developpements peut etre trouvee dans "Bioencapsualtion in 
biotechnology, Biomat., Art. Cells & Immob. Biotech., 21, 291-297 (1993)". 



wo 99/27907 PCT/FR98/02579 



Les principales reactions conduisant a la perte d'activite d'une enzyme 
sont la degradation chimique, la perte de configuration spatiale ou I'agregation de 
plusieurs enzymes. Les methodes typiquement utiiisees pour eviter ou limiter les 
exces de ces degradations sont la modification chimique de la molecule et 
5 I'immobilisation. 

La protection d'enzymes vis a vis de leur denaturation par 
encapsulation est moins courante. En effet, les matrices polymeres utiiisees dans 
I'immobilisation laissant diffuser les substrats, elles sont trop poreuses pour 
reellement proteger I'enzyme. Les principales reactions de degradation sont celles 

1 0 touchant les proteines. II s'agit, en particulier, d'hydrolyses specifiques des liaisons 
entre acides amines et de reactions conduisant a une denaturation par changement 
de conformation n'impliquant pas de liaisons covalentes, mais entrainant une perte 
d'activite de I'enzyme, par modification de I'accessibilite du site catalyseur par 
exemple. Ainsi dans I'article "Prolonged retention of cross-linked trypsin in 

15 calcium alginate microspheres, J. Microencapsulation, 14, 51-61 (1997)", il est 
montre qu'il est necessaire de reticuler prealablement I'enzyme par du 
glutaraldehyde pour assurer sa protection, ce qui induit une perte de 50 % de son 
activite. 

Dans le cas des enzymes, par exemple dans les lessives liquides ou 

20 dans les cremes cosmetiques, il n'est pas possible d'utiliser un solvant non aqueux, 
a la fois pour des raisons de securite et de cout. L'introduction d'enzymes dans ce 
type de produit se heurte done a des difficuites reelles. Une solution, parfois 
adoptee en cosmetique consiste a utiliser un emballage sophistique, constitue de 
deux reservoirs independants, I'un contenant la molecule active, I'autre contenant 

25 le reste de la preparation. Le melange est effectue extemporanement au moment de 
I'utilisation du produit, grace a un systeme de double pompe doseuse sur le flacon. 
Cette solution est assez onereuse, et peu commode d'utilisation. Cette solution a 
aussi ete mise en CEUvre dans le cas de la cosmetique pour proposer des produits 
de beaute contenant des vitamines. 

^0 Une autre methode consiste aussi a s^parer I'actif de son milieu, mais 

de maniere microscopique en le microencapsulant dans des microspheres de 
polymere, ou en I'enrobant, par exemple par une technique d'enrobage en lit 
fluidise, dans une matrice polymere. Cette technique peut s'averer interessante, en 
particulier pour des produits destines a etre incorpores dans des formes seches. 

35 Elle presente I'inconvenient de necessiter la rupture de la coque ou de I'enrobage 
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polymere pour liberer I'actif. EUe est done peu adaptee a des produits cosmetiques 
ou la liberation de I'actif doit se faire spontanement au moment de I'application du 
produit, ou a des produits alimentaires, qui doivent liberer leur actif en bouche. 

Lorsque Tinstabilite de la matiere active est moderee, I'utilisation de 
5 molecules protectrices peut slaverer interessante. C'est le cas des agents anti- 
oxydants largement utilises dans les cremes cosmetiques et les produits 
alimentaires. lis sont en general simplement additionnes a la preparation, mais du 
fait de la dilution il est necessaire d'en ajouter une quantite plus importante que 
necessaire pour obtenir un effet. D'autre part, comme beaucoup d'additifs, leur 
10 usage tend a etre de plus en plus reglemente, et les doses autorisees diminuees. 

II est connu d'encapsuler des principes actifs dans des vesicules a base 
de tensioactifs. 

Ces vesicules presentent generalement une ou plusieurs bicouches. On 
parlera de vesicules unilamellaires lorsqu*elles sont constituees d'un coeur aqueux 

15 entoure d'une bicouche de tensioactifs et de vesicules paucilamellaires ou 
multilamellaires lorsqu*elles presentent plusieurs bicouches. Parmi les vesicules 
multilamellaires, on distingue celles que Von designera ci-apres par "vesicules 
multilamellaires ou MLV de type classique" et des vesicules de structure bien 
particuliere que Ton designera ci-apres par "vesicules multilamellaires a structure 

20 en oignon". Ces deux types de vesicules multilamellaires se distinguent par trois 
differences fondamentales : 
1°. Leur procede d'obtention 

Le procede d'obtention des MLV classiques fait generalement appel a 
un melange preliminaire en milieu solvant organique des lipides et autres 

25 composants constituant I'enveloppe desdites MLV, puis a Tevaporation du solvant 
pour obtenir un film sec. Les vesicules sont ensuite obtenues par rehydratation de 
ce film de lipides par une solution aqueuse contenant Tagent actif a encapsuler. 

Les vesicules multilamellaires a structure en oignon sont, quant a 
elles, obtenues par cisaillement tfune phase lamellaire cristal-liquide comprenant 

30 Tactif a encapsuler. 
2^. Leur structure 

Du fait de leur mode de preparation, les MLV classiques sont des 
agregats de feuillets multilamellaires de type lipidique rassembles au sein d'une 
membrane lipidique approximativement spherique. Cette structure apparait tres 
35 clairement dans le cliche donne dans le brevet US 4,975,282. 
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Les liposomes sont le plus souvent obtenus a partir des MLV 
classiques decrits ci-dessus, apres application d'un tres fort cisaillement (par 
ultrasons ou presse de French), les transformant en vesicules unilamellaires ou 
paucilamellaires caracterisees par la presence d*un coeur aqueux. 
5 Les vesicules multilamellaires a structure en oignon se presentent, 

quant a elles, sous forme d'un empilement regulier de bicouches concentriques 
allant du coeur meme des vesicules jusqu'a leur peripherie. 
3°. Leur nature thermodvnamique 

A rinterieur des vesicules multilamellaires classiques, le nombre de 
10 feuillets multilamellaires, leur nombre de couches, le nombre de repliements et 
leur arrangement sont des caracteristiques qui dependent du mode de preparation 
et en particulier de phenomenes cinetiques intervenant lors de la rehydratation du 
film lipidique. La structure interne des vesicules n'est pas uniforme au sein d'une 
vesicule (zones de faible courbure, zones de forte courbure, zones 
15 multilamellaires, zones continues). Une telle structure n*est done pas a Tequilibre 
thermodynamique. De plus, chaque vesicule a une constitution differente, et il n'y 
a done pas uniformite de structure sur tout Techantillon. 

II a ete decrit, en particulier dans la demande WO 96/31 194 des 
liposomes de type classique paucilamellaire constitues de quelques couches 
20 entourant un coeur aqueux, au sein desquels se trouvent associes une molecule et 
son stabilisant. 

Des compositions dans lesquelles un agent actif se trouve encapsule au 
sein de vesicules muhilamellaires a structure en oignon, constituees, de leur centre 
jusqu*a leur peripherie, d'une succession de couches lamellaires separees par un 

25 milieu liquide se trouvent deja decrites dans differents brevets references ci- 
dessous. Ces vesicules peuvent etre obtenues par un procede comprenant la 
preparation d'une phase lamellaire cristal-liquide et sa transformation par 
application d'un cisaillement. Un tel procede est en particulier decrit dans le brevet 
WO 93/19735 issu du brevet fran9ais FR 2 689 418 ou WO 95/18601 introduits 

30 ici par reference. 

Selon le brevet frangais FR 2 689 418, cette transformation pent etre 
faite lors d'une etape de cisaillement homogene de la pate cristal-liquide, ce qui 
conduit a des vesicules encore appelees micro-capsules de taille controlee. 
Toutefois, en jouant sur la formulation de la phase lamellaire cristal-liquide, en 
35 particulier sur la nature des tensioactifs entrant dans sa composition, la 
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transformation de cette phase cristal-liquide en vesicules peut etre obtenue par 
simple sollicitation mecanique, en particulier lors du melange des constituants. 

Differentes applications de ce type de vesicules ont ete decrites par la 
demanderesse. On citera, en particulier, la demande intemationale WO 95/19707 
5 qui decrit des compositions odorantes dans lesquelles un produit odorant se trouve 
incorpore au sein de telles vesicules multilamellaires, Teffet d'une telle 
encapsulation etant d'augmenter la remanence de Todeur, du fait du ralentissement 
de I'evaporation. On citera egalement la demande fran?aise FR 2 735 658 qui 
decrit des compositions a usage alimentaire dans lesquelles un produit ou un 

10 additif a usage alimentaire se trouve inclus au sein de telles vesicules 
multilamellaires, avec pour effet essentiel d'obtenir un relargage controle 
panicuiierement avantageux du produit encapsule, la presence de la vesicule 
multilamellaire permettant en outre de proteger, avant leur introduction dans les 
compositions, les molecules souvent fragiles qui se trouvent incorporees en son 

1 5 sein. 

Toutefois, une telle composition, meme si elle apporte dans certains 
cas un effet deja sensible sur la stabilisation des molecules fragiles, peut slaverer 
insuffisante pour des molecules particulierement sensibles ou dont on cherche a 
obtenir une stabilisation particulierement accrue a Tegard d*un environnement a 

20 priori defavorable. 

Ainsi les inventeurs de la presente invention ont maintenant decouvert 
que Taction de protection de molecules fragiles deja observee dans le cas 
particulier de certains produits du domaine alimentaire, pouvait etre 
considerablement accrue par incorporation au sein des vesicules multilamellaires a 

25 structure en oignon d*un agent destine a stabiliser ces molecules fragiles. Une telle 
presentation du couple produit actifi^agent stabilisant permet d*obtenir une 
stabilisation accrue, done une duree de vie des produits incorporant Tagent actif 
accrue avec des concentrations nettement plus faibles en agent stabilisant, ce qui 
est un avantage considerable de la presente invention. 

30 Cette invention s'avere particulierement interessante dans tous les 

domaines ou Ton cherche a proteger un agent actif vis-a-vis d'une action de 
degradation. Elle s'appUque a tous les produits connus pour leur fragilite et, tout 
particulierement, aux vitamines et aux enzymes. 

En ce qui conceme les enzymes, Tinvention foumit un moyen 

35 particulierement efficace permettant d*assurer a la fois la fonction 
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d'immobilisation d'une enzyme et sa protection vis-a-vis du milieu exterieur en 
vue d'ameliorer sa stabilite. 

Ainsi, la presente invention offre une solution particulierement 
economique et efficace aux problemes lies a la stabilisation de matieres actives 
5 fragiles avec, en outre, tous les avantages lies a la technique d'encapsulation 
utilisee : 

- grande souplesse de formulation, 

- grande variete des tensioactifs utilisables, 

- capacite de mettre en oeuvre simultanement plusieurs actifs, 

10 - possibilite de recourir a plusieurs agents, en vue d'augmenter encore 

la stabilisation, 

- stabilite accrue en milieu aqueux, aussi bien simple que complexe 
(gel, detergent, emulsion). 

Ainsi, selon Tune de ses caracteristiques essentielles, Tinvention 

15 conceme des compositions contenant un agent actif encapsule au sein de vesicules 
multilamellaires presentant une structure en oignon et constituees, de leur 
peripherie jusqu'a leur centre, de membranes concentriques sous forme de 
bicouches comprenant au moins un agent tensioactif, lesdites membranes etant 
separees par un liquide interstitiel, lesdites vesicules contenant au moins un agent 

20 destine a eviter la degradation dudit agent actif 

Par structure en "oignon", on entend, comme expose precedemment, 
une structure multilamellaire, dans laquelle les vesicules de forme sensiblement 
spherique sont constituees d'une succession de bicouches concentriques et, cela, 
du centre a la peripherie des vesicules, d'ou le nom de structure en oignon utilise 

25 par analogic, pour qualifier de telles structures. 

Ces structures peuvent etre mises en evidence par examen 
microscopique des compositions, ^observation se fait en utilisant un microscope 
optique en lumiere polarisee, dans lequel une phase lamellaire, birefringente est 
visible. EUe se manifeste par une texture caracteristique, liee a la presence des 

30 defauts (joints de grains) entre les domaines de phase orientes differemment. Dans 
le cas de la phase concentree de vesicules, la texture est caracterisee par son 
caractere uniforme et fm, relie a la taille des vesicules. Dans la phase dispersee de 
vesicules, celles-ci sont visibles sous la forme de points plus ou moins resolus (en 
fonction de la taille), legerement birefiingents. La birefringence ne s'observe que 

35 lorsque la dispersion n*est pas trop diluee. II y aura done lieu, si la dispersion est 
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relativement diluee de proceder a une operation prealable de concentration pour 
mettre clairement en evidence la birefringence caracteristique de la presence des 
vesicules a structure en oignon. 

Le principe de I'invention consiste a utiliser ies vesicules comme des 
5 micro-recipients contenant la molecule a proteger, et empechant la reaction de 
degradation de se produire. Pour cela, le role de la vesicule est double : d'une part 
isoler la molecule active de son environnement, et d'autre part apporter les additifs 
necessaires a la stabilisation, ce qui s'avere particulierement interessant pour les 
molecules sensibles. L'un des avantages majeurs de la vesicule est de confmer la 
1 0 molecule fragile et sa protection dans un petit volume, beaucoup plus faible que le 
volume total de la preparation, et done d'eviter ainsi I'effet de dilution, permettant 
de ce fait I'utilisation d'une plus faible quantite de molecule protectrice. 

Selon une variante avantageuse, le liquide interstitiel est de I'eau et 
I'agent actif est inclus dans les membranes des vesicules lorsqu'il est hydrophobe 
1 5 ou dans le liquide interstitiel lorsqu'il est hydrophile. 

Selon une autre variante avantageuse de invention, les vesicules ont 
des dimensions comprises entre 0,1 et 50 ^m, de preference entre 0,2 et 10 urn. 

De telies structures sont avantageusement obtenues par incorporation 
de I'agent actif et de I'agent destine a le stabiliser dans une phase lamellaire cristal- 
20 liquide comprenant au moins un agent tensioactif puis transformation, par 
application d'un cisaillement, de cette phase cristal-liquide lamellaire en une phase 
dense de vesicules multilamellaires de petite taille. 

Ce cisaillement pourra etre un cisaillement homogene, ce qui presente 
I'avantage de conduire a des vesicules de taille parfaitement homogene. Toutefois, 
25 une simple agitation mecanique pourra s'averer suffisante pour conduire a la 
formation des vesicules multilamellaires de Tinvention. 

Selon le brevet frangais FR-2 689 418, cette transformation peut etre 
faite lors d'une etape de cisaillement homogene de la phase cristal-liquide, ce qui 
conduit a des vesicules ou microcapsules de taille controlee. Toutefois, en jouant 
30 sur la formulation de la phase lamellaire cristal-liquide, en particulier sur la nature 
des tensioactifs entrant dans sa composition, la transformation de cette phase 
cristal-liquide en vesicules peut etre obtenue par simple sollicitation mecanique, 
en particulier lors du melange des constituants. 

Comme cela ressort en particulier des exemples illustratifs de 
35 I'invention, le choix des agents tensioactifs utilisables pour former les membranes 
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des vesicules multilamellaires de Tinvention est tres large. Toutefois, on choisira 
ces agents tensioactifs en fonction du domaine d'utilisation de la composition 
visee, Dans de nombreux cas, Tapplication envisagee comporte des contraintes qui 
limitent le choix des tensioactifs. II s'agit souvent de contraintes legislatives ou 
5 liees a des normes. Ainsi, dans le domaine de la cosmetique, le catalogue de 
riNCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) foumit la liste des 
produits autorises, dans le cas de Tagro-alimentaire on se refere a la liste positive 
des additifs autorises, ou dans celui de la pharmacie, a la pharmacopee. 

La formulation fait avantageusement intervenir un melange de 

10 molecules tensioactives. II est generalement utilise au moins deux tensioactifs 
differents ayant des balances hydrophile-lipophile differentes, ce qui permet de 
regler en continu les proprietes des bicouches et ainsi de controler I'apparition de 
rinstabilite qui gouveme la formation des vesicules multilamellaires. 

Selon une variante particulierement avantageuse de Tinvention, on 

15 utilisera un melange de deux agents tensioactifs dits respectivement agent 
tensioactif lipophile, presentant une balance hydrophile-lipophile (HLB) comprise 
entre 3 et 7, et agent tensioactif hydrophile, presentant une HLB comprise entre 8 
et 15. 

Selon une autre variante avantageuse de Tinvention, les membranes 
20 des vesicules contiennent au moins un agent tensioactif polymere ou un polymere 
presentant des proprietes amphiphiles. 

C'est le cas par exemple des poloxameres, et autres derives 
copolymeres de I'oxyde d'ethylene et de Toxyde de propylene eventuellement 
modifies par adjonction de chaines hydrophobes. 
25 On peut citer a titre d'exemples non exhaustifs la famille des Pluronic® 

et Lutrol® (BASF), les hydroxysteararate de polyethylene (Solutol® de BASF ou 
MYRJ® de ICI). 

L*invention s*applique de fagon particulierement avantageuse a tout 
type d'agent actif connu pour sa fragilite. II s'agit en particulier d'agents sensibles a 
30 I'oxydation ou a la reduction, a Thydrolyse ou a des reactions plus specifiques 
telles que Tautoproteolyse dans le cas des proteases. 

A titre d'agents actifs fragiles auxquels s'adresse tout particulierement 
la presente invention, on citera les molecules reductrices, oxydantes, sensibles a 
I'hydrolyse, en particulier les vitamines, les enzymes, les proteines, les molecules 
35 biologiques d'une fa^on generale. 
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Un domaine ou elle trouve des applications egalement tres 
interessantes est celui des insecticides. En effet, les insecticides se classent en 
plusieurs grandes families parmi lesquelles on peut citer les organophosphores, les 
organochlores et les pyrethrenoides. La tendance actuelle est d'utiliser des 
5 molecules sufFisamment biodegradables pour etre rapidement detruites dans 
I'environnement. Les organochlores par exemple sont quasiment tous interdits a 
cause de leur trop grande persistance dans I'environnement. Se pose alors le 
probleme de la stabilite dans le temps des molecules utilisees. C'est le probleme 
pose par certains organophosphores qui sont assez rapidement hydrolyses ou les 
10 pyrethrenoides (derives synthetiques du pyrethre, extrait d'un chrysantheme) qui 
sont instables. Le procede de I'invention s'avere particulierement interessant pour 
stabiliser tous ces produits particulierement instables. C'est le cas en particuHer 
des pyrethrenoides. 

Un autre domaine ou I'invention trouve des applications 
particulierement interessantes est celui de la cosmetique et de la dermatologie ou 
de nombreux actifs sont connus pour leur fragilite. C'est le cas en particulier des 
vitamines A, E et C, par exemple, et egalement des molecules comme la DHA 
(dihydroxyacetone, agent autobronzant), des oligomeres procyanidoliques, des 
enzymes. 

Un autre domaine ou I'invention trouve une application 
particulierement interessante est celui des medicaments pour lesquels les notions 
de fragilite de la molecule, et de limitation des additifs autorises sont encore plus 
pertinentes que dans la cosmetique. 

Un autre exemple ou I'invention trouve des applications interessantes 
25 est celui de la stabilisation de I'hydroquinone et de ses derives qui sont des 
produits tres utilises dans le domaine de la photographic en tant que developpateur 
mais aussi en cosmetique et qui souffrent tout particulierement de la sensibilite a 
I'oxydation du fait de leur proprietes reductrices. 

L'agent destine a stabiliser I'agent actif sera choisi en fonction de la 
30 nature de cet agent actif et du type de degradation que Ton cherche a eviter et, cela, 
en tenant compte en outre du type d'application visee. 

Ainsi, le(s) additif(s) necessaire(s) a la stabilisation peut (peuvent) etre 
un (des) compose(s) specifiquement con?u(s) pour apporter la protection de I'actif. 
C'est le cas ou l'agent actif est un produit sensible a I'oxydation et I'agent destine a 
35 eviter sa degradation, un agent connu comme agent anti-oxydant. 



20 
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C'est le cas egalement lorsque le produit actif voit sa stabilite modifiee 
par une variation de pH susceptible, par exemple, de provoquer une reaction 
d'hydrolyse ou encore de modifier le potentiel redox du produit actif. On choisira 
alors d'encapsuler un agent stabilisateur permettant de modifier localement le pH, 
5 de fa?on a accroitre la stabilite du produit actif 

Lorsque Ton souhaite ameliorer la stabilite d'un produit actif sensible a 
Toxydation, la vesicule contient avantageusement un produit connu pour ses 
proprietes anti-oxydantes du fait de ses proprietes reductrices ou du fait de son 
action pour diminuer le risque d'oxydation par effet sequestrant, par exemple par 
10 effet sequestrant des traces d^ons metalliques catalyseurs de Toxydation contenus 
dans le milieu, ou par action sur le pH du milieu lorsque le potentiel redox depend 
du pH. 

Ainsi, on citera de fa^on non exhaustive a titre d'agents anti-oxydants : 

I'acide ascorbique et ses derives, 
15 I'acide citrique et ses derives (aussi utilises comme sequestrant), 

I'acide glutamique, les glutamates et leurs derives, 

I'acide ethylene diamine tetraacetique (EDTA) (sequestrant), 

I'acide lactique et ses derives (aussi utilises pour ajuster le pH), 

I'acide tartrique et ses derives (aussi utilises pour ajuster le pH et comme agent 
20 sequestrant), 

la benzophenone, 

les bioflavonoides, 

le butylhydroxy hydroxyanisol, 

le butylhydroxy hydroxytoluene, 
25 le carotene et ses derives, 

le chlorobutanol, 

les gallates de propyle, d'octyle ou de dodecyle, 

le sulfite de sodium ou de potassium, et les composes apparentes tels que le 
bisulfite ou le pyrosulfite, 
30 les tocopherols (alpha, delta ou gamma) et leurs derives, 

d'une maniere generate tous les additifs alimentaires des classes E3xx et E22x de 
la classification europeenne des additifs alimentaires. 

A titre d'exemple, la vitamine C et ses derives sont bien connus pour 
35 leur sensibilite a I'oxydation. On a clairement mis en evidence qu'on pouvait 
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ameliorer leur stabilite en les co-encapsulant avec un agent anti-oxydant. 

A titre d'agent anti-oxydant, on pourra utiliser du bisulfite de sodium 
et/ou un agent sequestrant permettant d'eliminer les traces de metaux oxydants, 
par exemple I'acide ethylene diamine tetraacetique (EDTA). 

A titre d'exemple d'agent permettant d'eviter rhydrolyse par effet de 
modification locale du pH, on citera le tartrate de sodium qui pourra etre co- 
encapsule avec de I'ascorbylphosphate de magnesium (APG) en vue d'augmenter 
sa stabilite par modification locale du pH. 

L'agent destine a stabiliser le produit actif peut egalement faire partie 
de la membrane de la vesicule, s'il a des proprietes amphiphiles. C'est le cas de la 
vitamine E ou de ses derives qui peuvent etre co-encapsules avec un actif sensible 
a I'oxydation, afm de jouer le role d'anti-oxydant done protecteur. Mais la vitamine 
E (acetate de tocopherol) est un produit amphiphile de par sa nature moleculaire. 
On pourra done tirer avantage de cette propriete pour adapter la formulation de la 
15 phase cristal-liquide. Ainsi, la vitamine E est incorporee dans la membrane de 
tensioactif et joue un role actif dans la formulation de cette membrane permettant 
de conferer a la phase cristal-liquide les caracteristiques adequates pour obtenir les 
vesicules par cisaillement. 

II existe egalement d'autres cas ou l'agent stabilisant jouera egalement 
20 le role d'agent tensioactif participant a la formulation des membranes des 
vesicules. De tels exemples seront donnes plus loin a propos de la stabilisation des 
enzymes. 

Selon une autre variante de invention, on pourra choisir comme agent 
destine a stabiliser ledit agent actif un agent qui, en lui-meme, constitue un second 
25 agent actif de la composition. C'est le cas par exemple de la vitamine E qui, du fait 
de ses proprietes anti-radicalaires, constitue dans une composition cosmetique ou 
elle est associee avec de la vitamine A ou de la vitamine C, non seulement un 
agent destine a stabiliser cette vitamine A comme indique precedemment, mais 
egalement un second agent actif de ladite composition. 

Dans le cas particulier ou la molecule a stabiliser est une enzyme, on 
utilisera comme agent stabilisant, d'une fa9on generale, soit un additif connu pour 
stabiliser ou proteger les proteines, designe ci-apres par additif protecteur non 

specifique des enzymes, soit un agent specifique destine a stabiliser 
35 specifiquement une enzyme. 
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Ainsi, dans le cas des proteases, un inhibiteur de proteases permettra 
d'eviter Tautoproteolyse. 

Selon une premiere variante, ou i'on utilise un additif protecteur non 
specifique, celui-ci est choisi avantageusement parmi les produits qui sont connus 
5 pour agir sur la conformation de I'enzyme. A titre d'exemple de tels produits, on 
citera en particulier des ions dont I'effet est d'augmenter la force ionique et de se 
fixer sur certains sites charges de I'enzyme ou des molecules susceptibles 
d'engager des liaisons faibles avec la proteine. 

L'homme du metier comprendra aisement que les ions les plus 
10 efficaces sont les ions relativement gros, par exemple des ions ammoniums et 
ammoniums quatemaires en ce qui conceme les cations et des sulfates, 
phosphates, carboxylates et polyacides carboxyliques en ce qui conceme les 
anions. L'homme du metier comprendra aisement que son choix pour obtenir la 
meilleure efficacite devra se porter sur des ions suffisamment gros ou attaches a 
1 5 une molecule suffisamment grosse. 

Parmi les ions particulierement interessants pour stabiliser les 
enzymes, on citera I'ion calcium bien connu pour intervenir specifiquement dans 
la reactivite de beaucoup d'enzymes, en particulier des proteases. 

Dans la variante selon laquelle on utilise des molecules specifiques 
20 stabilisatrices, on choisit avantageusement des molecules portant des fonctions 
susceptibles de se lier a I'enzyme, par exemple des molecules qui ont la possibilite 
de former des liaisons hydrogenes avec I'enzyme. Parmi ces molecules, on citera 
en particulier les alcools et les polyols, avantageusement des polyols associes a un 
derive du bore, en particulier a un ion borate, des amines ethoxylees et des oxydes 
25 d'amines. On pourra egalement choisir de recourir a des tensioactifs comportant 
plusieurs oxydes d'ethylene. De tels tensioactifs entreront dans la formulation des 
membranes des vesicules de I'invention et participeront a la stabilisation des 
enzymes. 

Ainsi done, on pourra citer a titre d'agents destines a stabiliser des 
30 enzymes incorporees au sein de ces vesicules, des tensioactifs et des molecules 
amphiphiles contenant les fonctions suivantes ou substitues par les groupes 
suivants : 

• ammoniums quatemaires, 

• amines et ethanolamine, 

35 • molecules portant une fonction phosphate, en particulier phospholipides, 
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• sels et esters d'acides gras, 

• sels de polyacides, 

• alcools, 

• glycerol et ses esters (les glycerides), 

5 • polyols (polyglycerides, polyethyleneglycol, polypropyleneglycol), 

• sucres (sorbitol, glucose, lactose, saccharose...). 

Les agents stabilisants des enzymes seront avantageusement choisis 
parmi les derives polymeres qui contiennent des fonctions d'un des types 
precedents, en particulier : 
10 0 les polysaccharides modifies ou non tels que : 

* agarose, 

* gommes guar, 

* carraghenanes, 

* acide alginique et alginate, 
15 * pectine, 

* chitosan, 

0 les polyvinylpyrrolidones, eventuellement substituees, 

0 les celluloses et derives de celluloses (alkyles ou fonctionnalises), 

0 les polyacrylates, 

20 0 les polyvinylalcools (PVA) et les derives partiellement hydrolyses des 

polyvinylacetates, 

0 les polyacrylamides, 
0 les polyamides. 

Les essais realises par les inventeurs de la presente invention montrent 
25 que la presence dans les vesicules multilamellaires incorporant une enzyme, en 
tant qu'agent destine a eviter la degradation de ladite enzyme, soit d'un tensioactif 
ou d'une molecule amphiphile presentant au moins une fonction azotee, soit d'un 
polymere presentant egalement une fonction azotee, permet d'ameliorer 
considerablement la stabilisation de I'enzyme. 
30 Lorsqu'on recourt comme agent de stabilisation d'une enzyme a un 

agent tensioactif comportant au moins une fonction azotee, on choisit de 
preference un agent tensioactif, dans lequel la fonction azotee fait partie de la tete 
polaire dudit agent tensioactif 

Selon cette variante ou les fonctions azotees font partie de la tete 
35 polaire du tensioactif, la queue hydrophobe est avantageusement constituee d'une 
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ou plusieurs chaines carbonees. On peut done definir independamment la nature 
de la partie hydrophobe qui ne varie pas beaucoup d*un tensioactif a Tautre : au 
moins une (deux en general) chaine alkyle de I a 22 carbones, lineaire ou 
ramifiee, simple ou substituee, eventuellement portant un residu cyclique ou 
5 aromatique, saturee ou portant une ou plusieurs insaturations, eventuellement 
substituee par d'autres fonctions. La ou les chaines formant la partie hydrophobe 
de Tagent tensioactif peuvent etre soit directement liees a Tatome d'azote de la 
fonction azotee, soit, le cas echeant, liees a Tun des substituants de Tazote. 

Lorsqu'on recourt, pour stabiliser une enzyme, a I'utilisation d'un 
10 polymere portant au moins une fonction azotee, on le choisit avantageusement 
dans la liste suivante : 

- polyacrylamides et produits de polymerisation ou de 
copolymerisation des derives de I'acrylamide, 

- derives amides de polysaccharides en particulier gommes guar 
15 quatemisees telles que le chlorure de guar hydroxypropyltrimonium. 

- derives de la chitine tels que chitosan, sels de poly D-glucosamine, 
les contre-ions de ces polymeres pouvant contenir une fonction amine ou derivee 
(glutamate, par exemple), 

- polyamides. 

20 Dans le cas specifique ou Ton cherche a stabiliser une enzyme en 

evitant son autoproteolyse, on co-encapsule avantageusement un inhibiteur de 
protease, par exemple TEDTA, le phenylmethanesulfonyifluorure, la 3,4- 
dichloroisocoumarine, la chymostatine. 

Afm de renforcer le role de confinement joue par la vesicule, il peut 

25 etre avantageux d'aj outer dans sa formulation un ou des polymeres ou molecules a 
haut point de fusion, qui vont renforcer Tetancheite de la vesicule. Ce 
renforcement de Tetancheite peut aussi etre obtenu par tout moyen permettant de 
diminuer Techange avec le milieu de dispersion final, en particulier en enrobant la 
vesicule avec un polymere ou une cire, eventuellement une cire autoemulsifiable. 

30 Ainsi, I'invention couvre egalement selon une variante avantageuse des 
compositions dans lesquelles les vesicules comprennent en outre au moins un 
agent destine a renforcer leur etancheite, cet agent etant encapsule au sein des 
vesicules ou constituant un enrobage exteme de ces memes vesicules. 

Selon une variante particulierement avantageuse de Tinvention, on 

35 pourra choisir comme agent destine a stabiliser le produit actif un agent qui 
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simultanement ameliore I'etancheite de la vesicule. Ainsi, pour stabiliser la 
vitamine C, on la co-encapsulera avec de la pectine qui, en se liant a la vitamine 
C, la stabilise et qui simultanement ameliore I'etancheite de la vesicule. 

En resume I'invention consiste a utiliser la microvesicule 
5 multilamellaire comme un milieu de confinement d'une molecule fragile et des 
additifs permettant sa stabilisation, eventuellement en renfor^ant son etancheite. 

Selon un autre de ses aspects, I'invention couvre egalement le procede 
de preparation d'une composition telle que definie precedemment comprenant les 
etapes de : 

-preparation d'une phase lamellaire cristal-liquide comprenant au 
moins un agent tensioactif et incorporant au moins un agent actif et un agent 
destine a eviter la degradation dudit agent actif, 

-transformation de ladite phase cristal-liquide en vesicules 
muhilamellaires a structure en oignon, par cisaillement. 

Ce cisaillement sera avantageusement un cisaillement homogene tel 
qu'enseigne dans le brevet FR 2 689 418. 

La transformation de la phase lamellaire cristal-liquide en vesicules 
multilamellaires a structure en oignon pourra etre facilitee en jouant sur le choix 
tensioactifs. On pourra, en particulier, choisir comme indique precedemment un 
20 tensioactif presentant une haute HLB et un agent tensioactif presentant une basse 
HLB. 

Par ailleurs, certains tensioactifs sont particulierement adaptes pour 
favoriser cette transformation. Ainsi, c'est le cas par exemple des poloxameres, et 
autres derives copolymeres de I'oxyde d'ethylene et de I'oxyde de propylene 

25 eventuellement modifies par adjonction de chaines hydrophobes. Ces composes 
sont particulierement interessants car lis apportent a la fois I'adaptation des 
proprietes elastiques de la membrane de tensioactifs et sa stabilisation par effet 
sterique. On peut citer a titre d'exemples non exhaustifs la famille des Pluronic® et 
Lutrol® (BASF), les hydroxysteararate de polyethylene (Solutol® de BASF ou 

30 MYRJ® de ICI). 

Enfin selon un dernier aspect, I'invention conceme egalement un 
procede pour ameliorer la stabilite d'un produit actif et eviter sa degradation, 
caracterise en ce qu'il consiste a encapsuler ledit produit actif au sein de vesicules 
multilamellaires telles que definies precedemment, presentant une structure en 
35 oignon et constituees, de leur peripheric jusqu'a leur centre, de membranes sous 
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forme de bicouches concentriques comprenant au moins un agent tensioactif, 
lesdites membranes etant separees par un liquide interstitiel, lesdites vesicules 
incorporant en leur sein au moins un agent destine a eviter la degradation dudit 
produit actif. 

Pour les raisons exposees precedemment I'invention trouve une 
application particulierement interessante dans la stabilisation et/ou 
I'immobilisation des enzymes. 

Ainsi, I'invention porte tout particulierement sur un precede pour 
proteger et/ou immobiliser une enzyme selon lequel on encapsule ladite enzyme 
au sein des vesicules multilamellaires a structure en oignon telles que defmies 
precedemment, lesdites vesicules contenant en leur sein au moins un agent tel que 
defmi precedemment destine a eviter la degradation de ladite enzyme. 

Les excellents resultats obtenus en ce qui conceme la stabilisation 
d'une I'enzyme, lorsque celle-ci se trouve incorporee au sein d'une vesicule 
15 multilamellaire comprenant au moins un agent stabilisant choisi parmi les 
tensioactifs, les molecules amphiphiles et les polymeres, portant au moins une 
fonction susceptible de se lier a ladite enzyme, ont semble clairement lies a 
I'existence d'une liaison par laquelle I'enzyme se trouve en quelque sorte 
complexee a I'un des constituants des membranes de la vesicule. Ces resultats ont 
20 suggere qu'une interaction du meme type pourrait se produire entre la surface 
d'une vesicule multilamellaire incorporant dans ses membranes un tel agent 
stabilisant. Cette hypothese a pu etre confirmee par le fait qu'on a pu egalement 
constater un net effet de stabilisation d'une enzyme lorsque celle-ci se trouve mise 
en contact au sein d'une composition avec des vesicules multilamellaires a 
25 structure en oignon dont la formulation est telle que leurs membranes 
comprennent au moins un produit stabilisant choisi parmi les molecules 
amphiphiles, les tensioactifs et les polymeres, portant au moins une fonction 
susceptible de se Her a ladite enzyme. 

Ainsi done, selon un autre aspect de la presente invention, elle 
30 conceme egalement un precede pour proteger et/ou immobiliser une enzyme selon 
lequel on met ladite enzyme en presence de vesicules multilamellaires a structure 
en oignon, c'est-a-dire de vesicules constituees, de leur peripherie jusqu'a leur 
centre, de membranes sous forme de bicouches concentriques comprenant au 
moins un agent tensioactif, lesdites membranes etant separees par un liquide 
35 interstitiel, lesdites vesicules incorporant en leur sein au moins un compose dit 
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agent stabilisant, poitant au moins une fonction susceptible de se lier a ladite 
enzyme. Get agent stabilisant est choisi parmi les molecules amphiphiles, les 
tensioactifs et les polymeres cites precedemment comme agent ayant un effet 
stabilisant sur une enzyme encapsulee. 
5 Les exemples qui suivent donnes a titre purement illustratif de 

I'invention montrent comment il a ete possible selon Tinvention d'ameliorer la 
stabilite de differents actifs reputes fragiles. 

Ces exemples font egalement reference aux figures 1 a 4 : 

- la figure 1, donnee en reference a Texemple 1, donne les variations 
10 de la concentration en vitamine C non degradee en fonction du temps pour une 

composition ou la vitamine C est encapsulee, en comparaison avec une 
composition ou elle est libre ; 

- la figure 2, donnee en reference a I'exemple 3, illustre la stabilisation 
de I'ascorbylphosphate de magnesium (APG) par co-encapsulation avec un agent 

1 5 modifiant son pH ; 

- la figure 3, donnee en reference a Texemple 5, illustre la stabilisation 
de la trypsine par encapsulation dans des vesicules multilamellaires a structure en 
oignon contenant, a titre d'agent stabilisant, un agent tensioactif portant une 
fonction ammonium ; 

20 - la figure 4, donnee en reference a Texemple 6, illustre la stabilisation 

de la trypsine par encapsulation dans une vesicule multilamellaire a structure en 
oignon incorporant un tensioactif de la famille des esterquats. 

EXEMPLES 

25 Dans les exemples qui suivent, sauf indications contraires, les 

proportions sont donnees en pourcentages en poids. 

Exemple 1 
Vitamine C 

30 La vitamine C est tres sensible a I'oxydation. La stabilisation a pu etre 

obtenue par encapsulation dans des microvesicules multilamellaires, renforcees 
par un polymere naturel reticule (pectine) et co-encapsulation d'additifs permettant 
la stabilisation : sequestrant eliminant les traces d'ions metalliques catalyseurs de 
Toxydation (EDTA), anti-oxydant (bisulfite de sodium) en procedant comme 

35 indique ci-dessous : 
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a) Formulation : 



Composants A 


% 


Polysorbate 60 


24 


oleate de sorbitan 


20 


Acetate de vitamine E 


5 


Conservateur 


1 


Composants B 


% 


Eau 


37,5 


Acide ethylene diamine tetra acetique 


0,08 


bisulfite de sodium 


0,82 


pectine 


1,6 


Acide ascorbique 


10 



b) Mode operatoire : 

5 Les ingredients B sont melanges 30 min a temperature ambiante sous 

agitation dans Tordre de la liste. On obtient un gel translucide. 

Les ingredients A sont melanges a temperature ambiante sous 
agitation, puis le melange B est ajoute en maintenant Tagitation et la temperature 
ambiante. L*agitation est maintenue 2 h. 
10 On obtient une pate epaisse, qu'il faut disperser a 50% dans une 

solution de chlorure de calcium, destinee a reticuler la pectine. Pour cela une 
solution aqueuse contenant 20 g/1 de CaCl2 est additionnee lentement a la pate 
maintenue sous agitation. On obtient une dispersion fluide laiteuse, dont 
I'observation au microscope montre la presence de vesicules birefiingentes, 

15 

c) Dosage 

La dispersion de vesicules est rediluee dans Teau pour atteindre une 
teneur en vitamine C de 5%. Cette dispersion est placee en etuve a 45°C pour 
suivre la stabilite. La teneur en vitamine C dans Techantillon est mesuree par un 
20 dosage a Tiode. 

Le resultat de la stabilisation est illustre par la courbe de la figure 1 
dormant le taux de vitamine C en fonction du temps a 45°C pour la dispersion de 
vesicules (notee "encapsulee" sur la figure 1) dont la preparation est decrite ci- 
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dessus, en comparaison avec les resultats obtenus pour une simple dispersion de 
vitamine C a meme concentration initiate dans Teau (notee "libre" sur la figure). 

On remarque que, alors que la solution de vitamine C se degrade 
continuellement, la vitamine C encapsulee reste a 80% de sa quantite initiale 
5 pendant plus de 45 jours a 45°C. 

Exemple 2 

Vitamine A et vitamine E 
a) Formulation : 

10 





Composant 


% 


A 


Palmitate de saccharose 


40 


B 


Linoleate de glycerol 


9 


C 


Palmitate de Vitamine A 


15 


D 


Acetate de vitamine E 


1 


E 


Eau 


34 


F 


Conservateur 


1 



b) Mode operatoire 

B, C, D et F sont melanges a temperature ambiante pendant 10 min. 
On additionne ensuite delicatement A en maintenant I'agitation. Lorsque A est 
15 completement incorpore, on additionne E puis la temperature est augmentee a 
SS'^C et maintenue pendant 1 h. La temperature est ensuite baissee a 40 ''C en 
maintenant Tagitation, sur un intervalle de temps de 2 h. 

On obtient une pate homogene birefringente montrant en observation 
au microscope une texture fine et reguliere caracteristique. 

20 

c) Resultats 

Le suivi par HPLC a clairement permis de mettre en evidence 
I'amelioration de la stabilite de la vitamine A du fait de son encapsulation dans des 
vesicules contenant, en outre, de la vitamine E. 

25 



Exemple 3 
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Ascorbvl phosphate de magnesium (APG) 

Ce compose est un derive de la vitamine C, plus stable que Facide 
ascorbique, mais cependant peu stable en dessous de pH - 7,5. Cela pose un 
probleme en cosmetique car le pH de la peau est de 5,5, et il est preferable que le 
5 produit cosmetique ait un pH voisin de celui de la peau. 

Dans ce cas, I'encapsulation est effectuee dans des microvesicules de 
tensioactifs non-ioniques. L'APG est prealablement dissous dans un milieu tartrate 
de sodium, co-encapsule dans les vesicules, apportant la stabilisation, en 
procedant comme indique ci-dessous. La courbe de degradation a 45''C, de I'APG 
10 libre et encapsule, a pH= 5,5 est donnee sur la figure 2 qui donne le pourcentage 
d'APG non degrade en fonction du temps. 



a) Formulation : 



Composant 


% 


Polysorbate 60 


12 


Stearate de sorbitan 


34 


Acetate de tocopherol 


4 


Solution A 


49 


Conservateurs 


1 



15 

Solution A : 
Acide tartrique : 
APG : 
Eau : 

20 

b) Mode operatoire : 

La solution A est preparee prealablement par dissolution de Facide 
tartrique dans Feau, ajustement du pH a 7,3-7,5 par addition de soude 6N, et 
introduction lente sous agitation a temperature ambiante de 1*APG en poudre. 
25 Les tensioactifs, la vitamine E et le conservateur sont melanges sous 

agitation a 70°C. Lorsque le melange est fondu et homogene, la solution A est 
ajoutee lentement sous agitation a cette temperature. Lorsque T incorporation est 

complete, le chauffage est arrete, et la temperature abaissee jusqu'a I'ambiante, 



2.88% 

28% 

69.12% 
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sous agitation, pendant 1 h. 
c) Stabilite : 

La stabilite du produit est suivie par dosage a I'iode de la vitamine C 
5 dans une dispersion aqueuse a 3% d'APG, soit libre, soit encapsule dans les 
vesicules multilamellaires. Les resultats sont donnes sur la figure 2. 

On constate que la degradation de I'APG encapsule est plus de 10 fois 
plus lente que celle de I'APG libre a ce pH (par la mesure du temps de demi 
degradation). 

10 

Exemple 4 

Hydroauinone et ses derives 

L'hydroquinone et ses derives sont couramment utilises en 
photographic comme developpateur, mais aussi en cosmetique comme agent 
15 eclaircissant de la peau. Ce sont des molecules fortement reductrices, qui 
s'oxydent done facilement a I'air ou en milieu aqueux. 

De la methylhydroquinone a ete encapsulee dans des vesicules de 
tensioactifs non ioniques encapsulant du bisulfite de sodium comme anti-oxydant. 

20 a) Formulation 
Vesicules 



Composant 


% 


Polysorbate 60 


10 


Stearate de sorbitan 


40 


Glycerol 


34 


Methyl hydroquinone 


16 



Dispersion 



Composant 


% 


Pate de vesicules 


50,0 


Bisulfite de sodium 


0,05 


Conservateur 


0,8 


Eau permutee 


49,15 



25 b) Mode operatoire 
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Toutes les operations (preparation, transfert et dispersion) sont 
effectuees sous atmosphere d'argon. 

La methyl-hydroquinone est prealablement dissoute dans le glycerol, a 
raison de 32 % de methyl-hydroquinone pour 68 % de glycerol par melange a 
5 90°C pendant 30 min 

Dans un emulsionneur muni d'une agitation mecanique avec une pale 
racleuse, on melange les deux tensioactifs et on chauffe a 70°C. Lorsque les 
tensioactifs sont fondus, on additionne la solution de methyl-hydroquinone dans le 
glycerol et on maintient le melange 30 min a cette temperature. Le chauffage est 
10 ensuite arrete pour laisser la temperature revenir a Tambiante sous agitation. On 
obtient une pate homogene blanche, dont Tobservation en microscopie optique en 
lumiere polarisee montre la texture birefringente caracteristique de la presence de 
microvesicules. 

La dispersion est effectuee par addition lente dans un erlenmeyer muni 
15 d^une pale d'agitation mecanique de la solution de dispersion (eau degazee et 
bisulfite de sodium) sur la pate precedents a temperature ambiante sous agitation 
continue. Le conservateur est additionne en une seule fois a la fin de Taddition de 
solution aqueuse, Uagitation est maintenue environ 2 h pour obtenir une 
dispersion complete, ^observation au microscope optique montre une dispersion 
20 de vesicules legerement birefiingentes. 

c) Resultats 

Le produit encapsule ne montre qu*une legere coloration rose alors 
qu*une solution de methylhydroquinone noircit rapidement. 

25 

Exemple 5 

Stabilisation d*une enzy me par encapsulation dans une vesicule contenant un 
tensioactif portant une fonction ammonium 

30 1) Principe du test de mise en evidence de la stabilisation des enzymes 

Pour demontrer Teffet de stabilisation des enzymes, on mesure 
I'activite tfune enzyme encapsulee, en fonction du temps de vieillissement, par 
comparaison avec Tenzyme simplement mise en solution dans les memes 
conditions de vieillissement. Uenzyme encapsulee etant inaccessible, il faut 

35 prealablement la liberer pour pouvoir mesurer son activite. L'experience comporte 
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done quatre etapes : 



* preparation des echantillons 

* encapsulation de Tenzyme et dispersion des vesicules contenant 

5 Tenzyme 

* mise en solution a la meme concentration de Tenzyme temoin 

* mise en vieillissement de la dispersion de vesicules et de la solution temoin 

* liberation de Tenzyme des vesicules 

10 * mesure de I'activite enzymatique de rechantillon teste et de rechantillon temoin. 

L'activite enzymatique est evaluee par une methode classique de suivi 
de la reaction de degradation d'un substrat caracteristique de I'enzyme. 

2) Conditions de I'essai 
1 5 a) Enzyme 

L'enzyme utilisee est la trypsine, c'est une serine protease (comme les 
proteases utilisees dans les detergents). Sa masse est de 23000 g/mol et sa taille est 
comprise entre 20 et 40 A. 

Conditionnee sous forme lyophilisee, on la solubilise dans du tampon 
20 sous forme d'une solution a 4% en masse. C'est cette solution a 4% qui est utilisee 
dans les preparations. 

Pour les mesures, les echantillons temoins sont prepares en prenant 
50|il (50 mg) de cette solution pour 5 g de solution finale soit une teneur en 
enzyme dans la solution finale de 0.04% en masse. 



25 



30 



b)Vesicules 

La teneur massique en enzyme dans les vesicules est de 0.15%. Sauf 
indication contraire, les vesicules sont preparees par melange a temperature 
ambiante des tensioactifs puis incorporation de la solution aqueuse d'enzyme. On 
obtient ainsi une pate visqueuse, de texture birefringente caracteristique 
(observation au microscope optique en lumiere polarisee). Cette pate est dispersee 
par addition lente d'eau sous agitation a temperature ambiante. 



35 



Pour les mesures d'activite, toutes les dispersions de vesicules ont une 
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teneur de 2% en vesicules. La teneur en enzyme de la dispersion de vesicules est 
done de 0,04%. 

c) Tampon 

5 C'est un tampon phosphate de composition : 

NaCl : 8 g/1 
KCl : 0.2g/l 
Na2HP04 : 1.15 g/1 
KH2PO4 : 0.2 g/1 
10 Le pH est compris entre 7.5 et 8 . 

d) Substrat 

On utilise comme substrat le N-Benzoyl L arginyl ethyl ester (BAEE) 
qui est un substrat classiquement utilise pour etudier Tactivite de la trypsine dans 
15 la mesure ou Ton sait que sa decomposition est catalysee par la trypsine. Le 
produit de reaction absorbe dans TUV. 

e) Mesure d^activite 

EUe est realisee de la fa9on suivante : 

20 

e 1 . Destruction des vesicules : 

On preleve 25}il d'echantillon et on ajoute 20 |il de solution de triton 
XI 00 (Sigma) a 10%. On laisse agir environ 30 secondes. 

e2. Mesure de Vactivite enzymatique : 

On preleve 37|il de solution de substrat a 0,024 mol/1, on ajoute 950 ^1 
de tampon et 22,5 ^1 d'echantillon. On suit la cinetique pendant 10 minutes a une 
longueur d'onde de 253 nm et a 20°C. 

Le vieillissement des echantillons est effectue en etuve, a la 
temperature de 37°C. 



25 



30 



35 



3) Formulation testee 
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Agents tensioactifs utilises : 

Polysorbate 60 : Polyoxyethylene (20) sorbitan monostearate. 
5 DODMAB : bromure de dimethyl dioctadecyl ammonium. 



Foraiulation : 

• 1 5% solution aqueuse d*enzyme. 

• 35% eau 

10 • 25% DODMAB. 

• 25% Polysorbate 60. 



Preparation : 

Les tensioactifs et la solution d'enzyme sont melanges grossierement a 
temperature ambiante, puis le melange est introduit dans une cellule de type 
Couette en procedant selon le brevet W093/19735. 

Le cisaillement est realise a 25 °C pendant 20 minutes, a un taux 
compris entre 50 et 100 s'^ . 



20 4) Resultats 

La degradation de I'enzyme est suivie par spectroscopic UV, 
La figure 3 represente les variations de Tactivite enzymatique au cours 
du temps pour Tenzyme encapsulee, en comparaison avec les variations observees 
pour Tenzyme libre. Uactivite initiale est fixee arbitrairement a 100 pour le trace 
25 de la courbe. 

La figure 3 met clairement en evidence la stabilisation de Tenzyme du 
fait de son encapsulation. 

Exemple 6 : Stabilisation d'une enzyme par encapsulation dans une vesicule 

30 contenant un esterq uat 

On procede comme dans I'exemple 5. Le tensioactif utilise dans cet 
exemple fait partie de la famille des esterquat. II s'agit du : N ,N diC acyl " oxy-2- 
ethyl), N-hydroxy-2-ethyl, N-methyl amonium methosulfate en solution dans 
risopropanol commercialise par CECA sous la marque Noxamium 920. 

35 Formulation (en pourcentages en poids) 
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solution aqueuse enzyme 1 5% 

eau 350/^ 
Noxamium 920 50% 

5 

Preparation 

La preparation des vesicules est analogue a celle de I'exemple 5. 

La figure 4 represente les variations de Tactivite enzymatique au cours 
0 du temps pour Tenzyme encapsulee en comparaison avec les variations observees 
pour I'enzyme libre. L'activite initiale est arbitrairement fixe a 100. 

Cette figure met clairement en evidence la stabilisation de I'enzyme du 
fait de son encapsulation. 
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REVENDICATIONS 



10 



1. Composition contenant un agent actif encapsuie au sein de vesicules 
multilamellaires presentant une structure en oignon et constituees, de leur 
peripheric jusqu'a leur centre, de membranes concentriques sous forme de 
bicouches comprenant au moins un agent tensioactif, lesdites membranes etant 
separees par un liquide interstitiel, caracterisee en ce que lesdites vesicules 
contiennent au moins un agent destine a eviter la degradation dudit agent actif. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
liquide interstitiel est de I'eau et en ce que Tagent actif est inclu dans les 
membranes desdites vesicules lorsqu'il est hydrophobe ou dans le liquide 
interstitiel lorsqu'il est hydrophile. 

3. Composition selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterisee en 
ce que lesdites vesicules ont des dimensions comprises entre 0,1 et 50 ^m, de 

15 preference entre 0,2 et 10 |im. 

4. Composition selon I'une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
que les membranes desdites vesicules comprennent un melange de deux agents 
tensioactifs dits respectivement agent tensioactif lipophile, presentant une balance 
hydrophile-lipophile (HLB) comprise entre 3 et 7, et agent tensioactif hydrophile, 

20 presentant une HLB comprise entre 8 et 15. 

5. Composition selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que les membranes des vesicules contiennent au moins un agent tensioactif 
poiymere ou un polymere presentant des proprietes amphiphiles. 

6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
25 que ledit agent actif est choisi dans le groupe constitue des molecules reductrices, 

oxydantes, sensibles a I'hydrolyse, en particulier, les vitamines, les enzymes et les 
proteines. 

7. Composition selon I'une des revendications 1 a 6, caracterisee en ce 
que ledit agent actif est un produit sensible a I'oxydation et ledit agent destine a 

30 eviter sa degradation, un produit connu pour ses proprietes anti-oxydantes du fait 
de ses proprietes reductrices ou du fait de son action pour diminuer le risque 
d'oxydation par effet sequestrant, par exemple par effet sequestrant des traces 
d'ions metalliques catalyseurs de I'oxydation contenus dans le milieu, ou par 
action sur le pH du milieu lorsque le potentiel redox depend du pH. 
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8. Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce que 
lesdites vesicules contiennent de la vitamine C ou un de ses derives a titre d'agent 
actif et au moins un agent destine a eviter son oxydation. 

9. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce 
5 qu'elle contient au moins une enzyme a titre d'agent actif dont on cherche a eviter 

la degradation et un agent stabilisant destine a eviter ladite degradation. 

10. Composition selon la revendication 9, caracterisee en ce que ledit 
agent destine a eviter la degradation de ladite enzyme est un agent stabilisant 
connu pour stabiliser les proteines, de preference un agent agissant sur la 

10 conformation de Tenzyme, en particulier un ion, par exemple un ion calcium, ou 
un agent portant des fonctions susceptibles de se Her a ladite enzyme. 

11. Composition selon Tune des revendications 9 ou 10, caracterisee 
en ce que ledit d'agent destine a stabiliser ladite enzyme est choisi parmi les agents 
tensioactifs et les molecules amphiphiles contenant les fonctions suivantes ou 

1 5 substitues par les groupes suivants : 

• ammoniums quatemaires, 

• amines et ethanolamine, 

molecules portant une fonction phosphate, en particulier phospholipides, 

• sels et esters d'acides gras, 
20 • sels de polyacides, 

• alcools, 

• glycerol et ses esters (les glycerides), 

• polyols, tels que polyglycerides, polyethyleneglycol, polypropyleneglycol, 

• sucres tels que sorbitol, glucose, lactose, saccharose. 

25 12. Composition selon Tune des revendications 9 ou 10, caracterisee en ce 

que ledit agent destine a stabiliser ladite enzyme est un polymere, choisi dans le 
groupe constitue : 

- des polysaccharides modifies ou non, tel que Tagarose, les gommes guar, 
les carraghenanes, Tacide alginique et les alginates, la pectine, ie chitosan, 

30 - des polyvinylpyrrolidones eventuellement substituees, 

- de la cellulose et des derives de cellulose tel que les derives alkyles ou 
fonctionnalises, 

- des polyacrylates, 

- des polyvinylalcool (PVA) et des derives partiellement hydrolyses des 
3 5 polyviny lacetates. 



- wo 99/27907 



30 



PCT/FR98/02579 



- des polyacrylamides, 

- des polyamides. 

13. Composition selon Tune des revendications 9 a 12, caracterisee en 
ce que ledit agent destine a eviter la degradation de ladite enzyme est un 

5 composant comportant au moins une fonction azotee, en particulier un agent 
tensioactif ou un polymere. 

14. Composition selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en 
ce que ledit agent destine a eviter la degradation dudit agent actif presente un 
caractere amphiphile lui conferant un role actif dans la formulation des 

1 0 membranes desdites vesicules. 

15. Composition selon Tune des revendications 1 a 14, caracterisee en 
ce que ledit agent destine a stabiliser ledit agent actif constitue un second agent 
actif 

16. Composition selon Tune des revendications 1 a 15, caracterisee en 
15 ce que lesdites vesicules comprennent en outre au moins un agent destine a 

renforcer leur etancheite, ledit agent etant encapsule au sein desdites vesicules ou 
constituant un enrobage exteme desdites vesicules. 

17. Procede de preparation d'une composition selon Tune des 
revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'il comprend les etapes de : 

20 -preparation d'une phase lamellaire cristal-liquide coraprenant au 

moins un agent tensioactif et incorporant au moins un agent actif et un agent 
destine a eviter la degradation dudit agent actif, 

-transformation de ladite phase cristal-liquide en vesicules 
multilamellaires a structure en oignon, par cisaillement. 

25 18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que ledit 

cisaillement est un cisaillement homogene. 

19. Procede pour ameliorer la stabilite d'un produit actif et eviter sa 
degradation, caracterise en ce qu41 consiste a encapsuler ledit produit actif au sein 
de vesicules multilamellaires telles que defmies dans Tune des revendications 1 a 

30 16 ou obtenues selon le procede de Tune des revendications 17 ou 18, presentant 
une structure en oignon et constituees, de leur peripherie jusqu'a leur centre, de 
membranes sous forme de bicouches concentriques comprenant au moins un agent 
tensioactif, lesdites membranes etant separees par un liquide interstitiel, lesdites 
vesicules incorporant en leur sein au moins un agent destine a eviter la 

3 5 degradation dudit produit actif. 
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20. Procede pour proteger et/ou immobiliser une enzyme caracterise 
en ce qu*il consiste a mettre ladite enzyme en presence de vesicules 
multilamellaires a structure en oignon incorporant en leur sein au moins un agent 
destine a eviter la degradation de ladite enzyme tel que defini dans Tune des 
5 revendications 10 a 13 ou a encapsuler ladite enzyme au sein de vesicules 
multilamellaires telles que defmies dans Tune des revendications 9 a 13 ou 
obtenues selon le procede de Tune des revendications 17 ou 18, lesdites vesicules 
incorporant en leur sein au moins un agent destine a eviter la degradation de ladite 
enzyme tel que defini dans Tune des revendications 10 a 13. 
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